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1. RESUMEN

Diversos estudios en distintas poblaciones indican que existe un aumento en el
numero de adultos jovenes que desarrollan enfermedades metabdlicas y que se
relaciona estrechamente con cambios en el ambiente, estilo de vida y a factores
genéticos. A través del analisis del Estudio de Asociacion del Genoma Completo
(GWAS, por sus siglas en inglés), se han identificado SNPs asociados a
enfermedades metabdlicas y comorbilidades.

En particular, en este trabajo nos enfocamos al estudio de SNPs presentes en tres
genes asociados a DT2 y obesidad en una poblacion infantil de la Ciudad de México.
Estos son SIRT1 (rs3758391), gen que promueve la gluconeogénesis y la oxidacion
de los acidos grasos en el higado; CAPN10 (rs3792267), un tipo de calpaina que
regula la captacion de glucosa en las células del musculo esquelético e induce la
liberacion de insulina en las células 3 del pancreas; y VEGFA (rs25648), gen que
regula la vasculogénesis y angiogénesis en el tejido adiposo.

La expresion génica se determind mediante PCR en tiempo real utilizando SYBR
Green y cebadores especificos para estos genes. También se evalud la asociacion
entre estos SNPs con los niveles de glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL y LDL.
Los resultados nos permitieron concluir que los portadores del alelo de riesgo T del
rs3758391 muestran una mayor expresion del gen SIRT1. Se observdé una menor
expresion de CAPN10 en nifios que presentan sobrepeso u obesidad, pero esta no
se correlaciona con el genotipo del rs3792267. Por otro lado, el polimorfismo
rs25648 no altera la expresién del gen VEGFA en sangre periférica de nifios. No se
encontrd asociacion entre la expresion de SIRT1, CAPN10 y VEGFA con ninguno

de los parametros bioquimicos medidos.
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5. INTRODUCCION

La prevalencia de la obesidad ha crecido en las ultimas décadas y se ha convertido
en un problema de salud publica para todos los grupos de edad en el mundo. La
obesidad se caracteriza por un incremento del peso corporal, a expensas del
aumento del tejido adiposo (1). El sobrepeso y la obesidad aumentan el riesgo de
desarrollar otras enfermedades como hipertension, dislipidemia, problemas
respiratorios, diabetes tipo 2 (DT2) entre otras (2). La relacion entre obesidad y DT2
tiene mucho tiempo de haber sido reconocida y aunque no todos los sujetos obesos
desarrollen DT2, la mayoria de los pacientes con DT2 presentan obesidad. Tanto la
DT2 como la obesidad son enfermedades multifactoriales en donde los factores
ambientales, como el estilo de vida y la alimentacion; asi como factores genéticos,
tales como los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) y variaciones en el
numero de copias (CNV’s), tienen una contribuciéon importante en la apariciéon y
desarrollo de estas enfermedades (1).

En la obesidad, los niveles de acidos grasos libres aumentan debido a un
incremento en la lipdlisis en el tejido adiposo. Esto conlleva al desarrollo de
resistencia a la insulina en el musculo esquelético (3—6). La diabetes se presenta
cuando se desarrolla resistencia a la insulina aunada a la disfuncion de las células
B pancreaticas, dando como resultado hiperglucemia (7).

A partir de los GWAS (Estudios de Asociacién del Genoma Completo) (8), se ha
logrado identificar un gran numero de SNPs asociados a diferentes enfermedades
(9). Aunque estos estudios por si solos no permiten conocer las alteraciones que
los SNP provocan en las células, se sabe que estos pueden ir desde alteraciones

en el splicing del mRNA, modificar los codones y producir proteinas con
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aminoacidos que modifiquen su estructura y funcion bioldgica (10). También se han
reportado alteraciones en la region 5'UTR del mRNA, que pueden provocar una
disminucién en la traduccién del mRNA y por tanto reducir la produccién de las
proteinas desde un 30% hasta un 80% (11). En la region promotora del gen, se
encuentran componentes esenciales que dan inicio a la transcripcién, facilitan el
acoplamiento de la polimerasa y distintos factores de transcripcion; por lo que la
presencia de SNP’s en esta area pueden activar o reprimir la transcripcién (12).
Las caracteristicas que definen a una célula estan dadas por las proteinas que la
constituyen, las cuales son el resultado de patrones especificos de la expresion de
sus genes controlados por elementos reguladores como los promotores,
potenciadores y silenciadores (13). Estudiar la asociacion entre los SNP’s con la
expresion génica es una importante estrategia para describir los mecanismos
reguladores que estan presentes en el desarrollo de las enfermedades como la
obesidad y la DT2 (14,15).

En particular, en este trabajo nos enfocamos al estudio de SNPs presentes en tres
genes asociados a DT2 y obesidad. Estos son SIRT1 (rs3758391), CAPN10
(rs3792267) y VEGFA (rs25648).

Se sabe que el gen regulador de informacién silencioso (SIRT1) puede remover los
grupos acetil de una gran variedad de histonas, y regula la activacion de un amplio
nuamero de genes que participan en la regulacion del metabolismo y el
envejecimiento, la gluconeogénesis hepatica, la secrecion de insulina, la liberacion
de acidos grasos durante el ayuno y el anabolismo de los lipidos en el tejido adiposo

(16).
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Otro gen asociado con el desarrollo de la diabetes es CAPN10 (un miembro de la
familia de las calpainas). Las calpainas son cisteinas proteasas citoplasmaticas que
requieren iones calcio para su actividad y su funcién es regulada por iones calcio
(17). CAPN10 se ha asociado con obesidad, sindrome metabdlico, la secrecion de
insulina, el metabolismo y transporte de la glucosa a los tejidos ademas de la DT2
(18-21). Distintas variantes genéticas en el gen CAPN10 han sido asociadas con la
susceptibilidad a DT2, como son el SNP-44 (rs2975760), SNP-43 (rs3792267) y el
SNP-19 (rs3842570) (17).

El gen VEGFA también ha sido relacionado con la obesidad y complicaciones de la
diabetes. Este gen codifica una proteina de sefalizacion que participa en la
vasculogénesis y en la angiogénesis (22). En la obesidad severa, el tejido adiposo
estd sujeto a estrés oxidativo e hipoxia local lo que promueve la secrecidon de
factores angiogénicos como VEGFA (23,24). En la actualidad se ha reportado una
gran asociacion entre polimorfismos localizados en la region 5-UTR de VEGFAy la

retinopatia diabética (25-29).
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6. MARCO TEORICO

6.1.POLIMORFISMOS DE UN SOLO NUCLEOTIDO (SNP)

Los SNPs se definen como el cambio de una sola base en una secuencia especifica
del DNA y cuya frecuencia en la poblacién es mayor al 1% (30). El acido
desoxirribonucleico (DNA) es una molécula localizada en el nucleo de las células y
contiene la informacién genética necesaria para el desarrollo y funciones de los
organismos (31-33). En el ser humano, el DNA contiene aproximadamente
3x10° pares de bases; sin embargo, la secuencia del DNA entre los individuos
presenta variaciones. En particular, se considera que el 90% de la diversidad
fenotipica humana proviene de variaciones en el DNA.

En el genoma humano, se estima que la tasa promedio de variantes en el DNA es
de 1 por cada 1200 bases. En su gran mayoria, estas variantes se encuentran
distribuidas en los intrones, en segundo lugar en el DNA intergénico; finalmente y
en menor cantidad, en las regiones codificantes (exones) del DNA (30,34).

Las alteraciones celulares que se producen a consecuencia de los SNP’s en el DNA
son diversas. La presencia de SNP’s en la region codificante de los genes, pueden
modificar los codones y generar proteinas con aminoacidos distintos que modifican
su estructura y funcion biolégica (10). Se ha reportado que los cambios de
secuencia en la region 5'UTR del mRNA pueden provocar una disminucion en la
traduccién del mismo y por tanto reducir la produccion de las proteinas desde un
30% hasta un 80% (11). En la region promotora de los genes se encuentran

componentes esenciales que dan inicio al proceso de transcripcion, al acoplamiento
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de la polimerasa y distintos factores de transcripcién, por lo que la presencia de
SNP’s en esta area pueden activar o reprimir este proceso (12).

Los GWAS han establecido la asociacion entre distintos genotipos derivados de los
SNP’s y el fenotipo observado en distintas enfermedades, como la DT2 (14). Sin
embargo, a pesar de que los GWAS son una herramienta muy util en la busqueda
de SNPs, aun no existe una descripcion detallada de las alteraciones que genera
cada uno de los SNPs asociados, y de cdmo propician el desarrollo de estas
enfermedades (35). Es de interés particular en este trabajo el efecto de la presencia
de los SNP’s sobre la expresion génica, como una importante estrategia para

descifrar los mecanismos reguladores que conducen a estas asociaciones (14,15).

6.2. EXPRESION GENICA

La expresion geénica es el proceso por el cual las instrucciones genéticas en el DNA
son utilizadas para sintetizar distintos productos en la célula. Estos productos son
generalmente las proteinas, que tienen funciones esenciales, como las enzimas y
hormonas. Sin embargo, no todos los genes codifican para proteinas, también
pueden sintetizar algunos tipos de RNA no codificante, como por ejemplo, RNA de
transferencia, RNA ribosomal, microRNAs, RNA pequefos (siRNA) (36).

Las caracteristicas que definen a una célula estan dadas por las proteinas que la
constituyen, las cuales son el resultado de patrones especificos de expresion de sus
genes (37). En los organismos eucariontes, los genes estan formados por regiones

intrénicas y exodnicas. Los exones son las regiones de DNA que codifican a las
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proteinas, mientras que los intrones son regiones no codificantes que separan a los

exones (37).

En los organismos eucariontes la transcripcion del RNA mensajero (mMRNA) es un

proceso que consiste de tres etapas (Figura 1):

1. La transcripcion inicia en el nucleo de la célula, cuando se genera una cadena
simple de RNA que es complementaria a la secuencia de |la cadena antisentido
del DNA (mRNA inmaduro).

2. El mRNA inmaduro es procesado en el nucleo por la maquinaria celular. Este
proceso se lleva a cabo en tres pasos: i) al mMRNA se le adiciona un guanilato en
el extremo 5° del primer nucledtido (CAP); ii) se afiaden entre 200 y 250 adeninas
en el extremo 3” (cola de poli-A); iii) se eliminan los intrones mediante el corte de
intrones y empalme de exones (splicing). EI RNA maduro se transloca del nucleo
al citoplasma de la célula.

3. En el citoplasma, el mMRNA maduro se traduce con la ayuda de los ribosomas y
se genera una cadena de aminoacidos que forman el polipéptido (31).

La compleja coordinacion de la expresion génica en los organismos eucariotas ha

requerido el desarrollo de multiples niveles de regulacion (38). Entre los elementos

reguladores de la expresion génica que se han descrito encontramos los

promotores, potenciadores y silenciadores; cuya funcion principal es el encendido y

apagado de genes en el DNA (Figura 2) (13). Los promotores son secuencias

continuas de DNA cercanas al sitio del inicio de la transcripcion donde se ensamblan
los factores de transcripcion, la RNA polimerasa y otras proteinas reguladoras para

que dé inicio el proceso de transcripcion. Alteraciones en esta region pueden afectar
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la union de la polimerasa, de proteinas activadoras o represoras y modifica la

cantidad de mRNA que se transcribe (35).

Subunidades
ribosomales

- (\__0 Factores de
‘@ traduccion

Figura 1. Proceso de replicacion, transcripcion y traduccion de un gen (37).

Mientras tanto, los potenciadores son elementos que pueden localizarse en
regiones alejadas del sitio de inicio de la transcripcion. Estos reclutan proteinas
(factores de transcripcion) para aumentar los niveles de transcripcion de los genes
(39). Mutaciones en estas regiones pueden activar o inhibir su actividad reguladora
(35). Finalmente, los silenciadores son elementos que poseen una organizacion
modular al igual que los enhancers, pero estos tienen un efecto negativo sobre la

transcripcion (40).
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Figura 2. Elementos y mecanismo que estan involucrados en la transcripcion y
maduracion del mRNA (39).

6.3. OBESIDAD
El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacion anormal o excesiva
de grasa, resultado de un desequilibrio entre la ingesta de alimentos y el gasto
energético (1,41). Cada afio fallecen por lo menos 2,8 millones de personas adultas,
como consecuencia de comorbilidades asociadas al sobrepeso y a la obesidad (41).
De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), alrededor de 40 millones
de ninos menores de cinco afos de edad presentaban sobrepeso en 2010. De estos
se calcula que los paises en vias de desarrollo tienen una poblacién de cerca de 35
millones de nifios con sobrepeso, mientras que en los paises desarrollados ésta
cifra es de 8 millones (41). Si bien, hace varios afios el sobrepeso y la obesidad

eran considerados un problema propio de los paises de ingresos altos, actualmente
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ambos trastornos han aumentado dramaticamente en los paises de ingresos bajos
y medianos, particularmente en los entornos urbanos.

En México, de acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2012
(ENSANUT 2012) (42), la prevalencia de sobrepeso y obesidad en la poblacion en
edad escolar, (de 5 a 11 afnos de edad) fue de 34.4% (19.8% para sobrepeso y
14.6% para obesidad). Esta cifra representa un incremento del 7.5% (1.9% para
sobrepeso y 5.6% para obesidad) respecto a las cifras reportadas en 1999 (Figura
3).

La clasificacion mas empleada en nifios y nifias en edades de 2 a 20 anos, se basa
en las Tablas de los estandares de crecimiento del Centro para el Control y
Prevencion de Enfermedades CDC-2000 (43). Estas Tablas dividen a la poblacién
en percentiles con base a su edad, indice de masa corporal (IMC) y sexo,
clasificando el peso en cuatro categorias que se describen en la Tabla 1 (43).

40

30 96
83 9.0

10

186 17.2 17.9 208 197 202 19.5 202 198

0

. ! - T . " 1 . ! . - ! - ! -
Masculino Femenino Nacional | Masculino Femenino Nacional | Masculino Femenino  Nacional

ENN 1999

ENSANUT 2006 ENSANUT 2012

Sobrepeso . Obesidad

Figura 3. Comparacion de la prevalencia nacional de sobrepeso y obesidad en la poblacion
de 5 a 11 afos de edad, de la ENN 99, ENSANUT 2006 y ENSANUT 2012, por sexo, de
acuerdo con los criterios propuestos por la OMS (42).
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Tabla 1. Clasificacién del peso en base al percentil del IMC segun
las Tablas de crecimiento de la CDC (43).

Percentil Clasificacion

Menor de 5 Bajo peso

De 5 a menos de 85 Peso saludable
De 85 a menos de 95 Sobrepeso
Igual o superior a 95 Obeso

La obesidad se caracteriza por un incremento del tejido adiposo. En la mayoria de
los casos la obesidad se acompana de resistencia a la insulina y alteraciones como
dislipidemia, hipertensién y problemas cardiacos como infarto al miocardio. Otras
consecuencias de la obesidad son el desarrollo de higado graso, desarrollo de
fibrosis hepatica, litiasis biliar e insulinorresistencia. Con el tiempo, la resistencia a
la insulina y disfuncion de las células B pancreaticas alteran la homeostasis de la
glucosa, desencadenando el desarrollo de DT2 (2,44). Con base a esto, la poblacion
infantil que presenta obesidad tiene un mayor riesgo de desarrollar DT2 durante la

edad adulta.

6.4. DIABETES
La DT2 puede describirse como una serie de alteraciones celulares y metabdlicas
que afectan y deterioran la homeostasis de la glucosa, a través de dos mecanismos
patogénicos: 1) un deterioro progresivo de la funcion de las células 8 pancreaticas,
que provoca la disminucién de la sintesis de insulina, y 2) una resistencia de los
tejidos periféricos a la insulina, que da como resultado un descenso de la respuesta

metabdlica a la insulina (45). Con el paso del tiempo, la glucotoxicidad, la
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lipotoxicidad y el estrés oxidativo caracteristicos en los individuos con DT2 provocan
la disfuncion de las células 3 del pancreas e inducen la resistencia a la insulina
(46,47). Actualmente, los factores ambientales como el estilo de vida y la
alimentacion han sufrido cambios importantes respecto a décadas pasadas. Estos
cambios, aunados a la predisposicién genética de nuestra poblacion han propiciado

un aumento importante en el numero de casos de DT2 (Figura 4) (48).

A

Obesidad
N Acidos grasos libres W Estilo de vida y
. s . . . .z
Ambiente N Produccién deadipocinas/ | alimentacién
intrauterino i citosinas anormales
A
Cambios Lo Disfuncion .
L L Envejecimiento [« . X [€— Respuesta al estrés
epigenéticos mitocondrial
A

Inflamacion

A

Disfuncién de las Resistencia ala

células B -pancredticas insulina

Diabetes
Tipo 2

Figura 4. Factores que favorecen el desarrollo de la DT2 (48).

Cifras obtenidas en México por ENSANUT 2012, sefalan que la proporciéon de

adultos con diagndstico médico de diabetes es de 9.2%, lo que indica un incremento
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importante en comparacion a lo reportado en la ENSA 2000 (5.8%) y en la
ENSANUT 2006 (7%), como se muestra en la Figura 5 (42). Esta cifra de pacientes
con DT2 representa para el pais un gasto de 3,430 millones de ddlares al afio en su

atencion médica y complicaciones. (42).
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Figura 5. Proporcién de adultos con diagnostico médico previo de diabetes por sexo y edad.
México, ENSA 2000, ENSANUT 2006 y 2012 (42).

En los pacientes con DT2, los desérdenes en el metabolismo de carbohidratos,
lipidos y proteinas juegan un papel predominante en el desarrollo de las
complicaciones de dicha enfermedad (49). Se ha asociado la DT2 con el desarrollo
de hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e hiperglicemia, esta ultima puede
alterar las lipoproteinas presentes en el torrente sanguineo y desarrollar
aterogénesis (50). Se ha reportado que los niveles de HDL disminuyen en este tipo
de pacientes (51).

Entre las complicaciones agudas se encuentran la descompensacion

hiperglucémica cetoacidética (DHC), que es el aumento de la produccion de acidos
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grasos libres y cuerpos cetdnicos provocada por la deficiencia de insulina; y la
descompensacion hiperglucémica hiperosmolar (DHH), que es el aumento intenso
de glucosa en sangre asociada a deshidratacion y aumento de hiperosmolaridad
(49). Las complicaciones cronicas se dividen a su vez en microvasculares y
macrovasculares. Entre las complicaciones macrovasculares se encuentran la
cardiopatia isquémica, insuficiencia cardiaca, la enfermedad vascular cerebral y la
insuficiencia arterial periférica; que son la principal causa de muerte en el paciente
con diabetes. (52). En las complicaciones microvasculares esta la nefropatia
diabética, que es el aumento de la excrecion urinaria de albumina y alteraciones en
la filtracion glomerular (53); la neuropatia diabética que se define como un grupo
heterogéneo de alteraciones del sistema nervioso periférico que puede expresarse
en cualquier localizacidn corporal con alteraciones sensitivas, motoras,

autonomicas o mixtas (54,55).

6.5. ALTERACIONES DE ALGUNOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

DURANTE LA OBESIDAD Y DT2

Para ese trabajo se midieron cinco parametros bioquimicos por su relevancia en
obesidad y DT2. Estos fueron glucosa, triglicéridos, colesterol total, HDL y LDL. En
este apartado se hablara de manera breve de cada uno de estos parametros. Cabe
aclarar que aun no existen niveles de referencia mundialmente aceptados para
nifos, debido a que, en esta etapa de desarrollo, los niveles de los parametros

bioquimicos tienden a modificarse de manera natural con la edad. Sin embargo,
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algunos estudios han propuesto valores de referencia por rangos de edad, por lo
que en esta tesis se presentaran los valores recomendados por dichos estudios.
La glucosa plasmatica es un indicador de salud que se utiliza principalmente para
el diagnostico de DT2. En adultos los niveles normales de glucosa en ayunas deben
ser menores a 126 mg/dL (45) y en nifios se recomienda que sean menores a 100
mg/dL (56), de lo contrario se consideran alterados los niveles de glucosa (45).

El colesterol forma parte de las membranas celulares y se produce en el higado.
Una dieta con alimentos ricos en colesterol, grasas saturadas, grasas trans y grasa
total puede afectar sus niveles de colesterol. Los niveles de colesterol altos
contribuyen a la formacién de placa en los vasos sanguineos; este proceso se
denomina aterosclerosis. La placa de colesterol dentro de las paredes de los vasos
sanguineos hace que estos se estrechen (enfermedad arterial coronaria), y
aumenta su riesgo de ataque cardiaco y derrame cerebral. (57). En adultos, el nivel
normal de colesterol total en ayuno, debe ser menor a 200 mg/dL (58), mientras que
en nifnos se recomienda que debe ser menor a 170 mg/dL (59,60).

El colesterol es insoluble en agua y debe ser transportado en el torrente sanguineo
a través de lipoproteinas; de las cuales las principales son las LDL y las HDL. La
principal funcion de las LDL es transportar el colesterol desde el higado a los tejidos
para incorporarlo en la membrana de las células. Sin embargo, las LDL crean
“depdsitos de grasa” en las paredes de las arterias. Por otro lado, las HDL retiran el
colesterol de las arterias desde los tejidos del cuerpo, y lo transportan de vuelta al
higado para su excrecion. Se ha asociado niveles altos de las LDL con el desarrollo

de ateroesclerosis y enfermedad coronaria (61).

24



En adultos, el HDL en ayunas debe ser mayor a 40 mg/dL en hombres y mayor de
50 mg/dL en mujeres, mientras que para LDL deben ser menores a 100 mg/dL (45).
En nifos se recomienda que los niveles normales de HDL deben ser mayor a 45
mg/dL (56), y para LDL menores a 130 mg/dL (59).

Los triglicéridos estan compuestos por el glicerol y otros acidos grasos. Los
triglicéridos actuan como una fuente de almacenamiento de energia. Cuando los
niveles de triglicéridos en sangre son altos, estos se depositan en los tejidos grasos,
propiciando el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (60). En adultos los
niveles normales de triglicéridos en ayunas deben ser menores a 150 mg/dL (45),

mientras que en nifos se recomienda que deben ser menores a 100 mg/dL (56).

6.6. GENES DE ESTUDIO

6.6.1. GEN SIRT1
Se ha descrito que SIRT1 es una deacetilasa dependiente de nicotinamida adenina
dinucleotido (NAD) que es capaz de eliminar a los grupos acetil de las histonas, asi
como de otros substratos. Participa en un amplio rango de funciones fisioldgicas
como en el control de la expresion de genes, el envejecimiento (62), la supervivencia
celular, funcidn cardiovascular, funcién neuronal, respuesta inflamatoria o de estrés
y la homeostasis del metabolismo (16). En particular, SIRT1 parece estar
involucrado en la regulacion de la gluconeogénesis (63—66) a través de la accidn

indirecta sobre la expresion del gen fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK),
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enzima que se encarga de catalizar la reaccién de conversion del oxaloacetato a

fosfoenolpiruvato y diéxido de carbono (COz2) (67), que se resumen a continuacion:

Piruvato
carboxilasa

Piruvato + CO, + H,0 + ATP &——— Oxaloacetato + ADP + Pi + 2H*

Fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa

Oxoaloacetato + GTP < > Fosfoenolpiruvato + GDP + CO,

En 2005 Rodgers y colaboradores (64), reportaron que durante el ayuno SIRT1
activa PGC-1a en el higado, esto coactiva los factores de transcripcion FOXO1 y
HNF-4a que se unen a las zonas promotoras de los genes PEPCK y G6Pase,
induciendo la gluconeogénesis (63). Sin embargo, en 2011, el grupo de Wang (65)
reportd datos opuestos utilizando ratones. En este trabajo, encontraron que SIRT1
activa la transcripcion de RICTOR (componente del complejo mTORC2),
desencadenando una cascada de fosforilacion de AKT y FOXO1 que inhibe la
sintesis de la G6Pase y PEPCK.

Por otra parte, se ha reportado que SIRT1 modula la homeostasis de los lipidos a
través de la represion de la transcripcion de PPARy y sus genes blanco (68-70).
SIRT1 también incrementa la oxidacion de acidos grasos hepaticos (71), mejora las
funciones celulares reduciendo la oxidacion y el estrés del reticulo endoplasmico
(72), y puede inhibir la lipogénesis (73), mediante la regulacién de proteinas
intermediarias involucradas en estos procesos.

Aunque PPARYy es el regulador principal del anabolismo de lipidos en el tejido

adiposo, existen otros receptores nucleares que pueden realizar funciones similares
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en otros tejidos y que responden a SIRTL1. Entre ellos se encuentra LXR que es un
potente estimulador del anabolismo de los lipidos (74,75).

El gen SIRT1 se ha asociado a distintas enfermedades. En el caso de desérdenes
cardiovasculares, se ha encontrado que la activacion de SIRT1 mediante resveratrol
mejora la isquemia cardiaca y las funciones vasculares (76). También tiene una
participacion controversial en la progresion tumoral por su funcion dual de oncogén
y supresor tumoral al deacetilar el residuo de lisina 282 de p53 (77). Por otro lado,
también se ha encontrado evidencia que muestra que SIRT1 juega un papel
importante en la fisiologia y patologia neuronal, ya que modula la formacion de la
memoria, la plasticidad sinaptica y la funcion cognitiva (74).

Stephen J. y colaboradores (78) reportaron en su estudio, que los niveles de
expresion del mRNA se encuentran elevados en tejido adiposo subcutaneo de
personas delgadas, en comparacion con personas que presentan obesidad. La
expresion del RNA mensajero de SIRT1 esta inversamente correlacionada con el
IMC, sin embargo, no encontraron asociacion entre estos polimorfismos
(rs33957861, rs737477, rs2236318, rs10823103, rs12413112, rs11599176,
rs10997865, rs11596401, rs35689145, rs33955981, rs2234975) y la expresion de
SIRT1.

En 2010, se reportd que el alelo T del rs3758391 en el gen SIRT1 (Figura 6) se
asocia con la DT2, y que puede estar alterando la funcién de SIRT1 como regulador

de la gluconeogénesis y la secrecion de la insulina (79).
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Figura 6. El SNP rs3758391 se localiza en la region promotora del gen SIRT1 (80).

6.6.2. GEN CAPN10

Las calpainas son cisteinas proteasas citoplasmaticas que requieren iones calcio
para su actividad. Estan implicadas en una variedad de procesos celulares, como la
transduccion de sefal, proliferacién celular, regulacién del ciclo celular,
diferenciacion celular, apoptosis, fusion membranal y activacion plaquetaria (81). El
numero de proteinas que pertenecen a esta familia es alrededor de 14 y estan
codificadas en genes independientes (82—-84).

Las funciones precisas de CAPN10 en el metabolismo de la glucosa, obesidad o
DT2 aun no estan totalmente claras. Sin embargo, existe evidencia de que CAPN10
participa en la exocitosis de la insulina, ya que la sobreexpresién de este gen en las
células B-pancreaticas, incrementa la secrecién de la insulina dependiente de calcio
al proteolizar la proteina SNAP-25 que se encarga de fusionar las vesiculas que
contienen la insulina almacenada con la membrana de la célula (85), como se
muestra en la Figura 7. Por otra parte, existen trabajos que han reportado variantes
de CAPN10 que han sido asociadas con DT2, por ejemplo el SNP-44 (rs2975760),
SNP-43 (rs3792267) y SNP-19 (rs3842570) (17), con obesidad como el SNP-43
(rs3792267) y el SNP-19 (rs3842570) (18,19) asi como con el sindrome metabdlico

(20,21).
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Figura 7. La isoforma 54kDa de CAPN10 proteoliza SNAP-25, (proteina que
participa en la fusién de las vesicula), en respuesta al flujo de calcio al medio
intracelular, dando como resultado la liberacion de la insulina (85).

Sin embargo, Sreenan y colaboradores reportaron en el 2001 (86) que la calpaina
10 también tiene efectos sobre el tejido adiposo y en el musculo esquelético de las
ratas. Ellos demostraron que la inhibicion de calpaina disminuye la captacion de
glucosa por una estimulacion de la insulina. Su propuesta es que CAPN10 esta
implicado en la translocacién de las vesiculas del transportador de glucosa 4
(GLUT4), a la membrana plasmatica a través de la reorganizacion del citoesqueleto
de actina, todo esto mediado por la estimulacion de los receptores de insulina en la

célula.
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En el 2004, Carlsson y su grupo de estudio (18), describen que la reduccién de la
expresion de CAPN10 puede ser un factor de riesgo para el sindrome metabdlico
en pacientes con obesidad, aunque en su estudio encontraron que la variacion en
la expresidn de este gen en tejido adiposo no parece contribuir al riesgo de
desarrollar obesidad por si mismo.

Yuichiro Sato y colaboradores reportaron en 2003 (87), que los niveles del transcrito
del gen CAPN10 en leucocitos, estan significativamente disminuidos en ratas que
presentan diabetes inducida por obesidad comparado con los animales control. Esta
tendencia fue encontrada en la mayoria de los tejidos blanco de insulina. Sato
sugirio, que la expresion génica en sangre puede ser utilizada como un sistema util
para predecir la DT2 antes de su aparicién, y que CAPN10 representa un gen
candidato para la prediccion de DT2 en el ser humano.

En un estudio realizado en 2002 por Orho-Melander y colaboradores (88), se
describe que los genotipos GG y GT del SNP-43 (rs3792267) (Figura 8) estan
asociados con la elevacién del indice HOMA-IR y valores altos de los acidos grasos
libres en personas con DT2. Tiempo después, en 2006, Pihlajamaki y colaboradores
(89), encontraron que el mismo polimorfismo se asocia con una elevada

circunferencia de cintura y niveles altos de insulina en pacientes con DT2.

| [pao,586 K P40,588 K. 240,590 K. 1240,592 K 240,594 K P40,596 K_ p40598K |

CAPN10
iR > —>—i

Figura 8. El polimorfismo SNP-43 (rs3792267) se localiza en la seccidn intrénica del gen
CAPNZ10 (80).
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6.6.3. GEN VEGFA

Las proteinas de la familia VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular), son
proteinas de sefalizacion, con participacion en la vasculogénesis (formacion de
novo del sistema circulatorio embrionario) y en la angiogénesis (crecimiento de
vasos sanguineos provenientes de vasos preexistentes). Esta familia incluye a
VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD vy el factor de crecimiento placentario (PLGF)
(90). El gen VEGFA participa de tres maneras en el desarrollo vascular: 1) inicia la
angiogénesis, promoviendo la proliferacién y quimioatraccion de las células
endoteliales, 2) mantiene la viabilidad de vasos sanguineos inmaduros y 3) facilita
el recubrimiento del vaso con pericitos (91-93).

VEGFA regula el desarrollo y la homeostasis de los vasos sanguineos y linfaticos y
su expresion en células endoteliales, hematopoyéticas y células del estroma,
aumenta en respuesta de la presencia de hipoxia en los tejidos y por la estimulacion
de factores de crecimiento como TGFg, interleucinas o factores de crecimiento
derivados de plaquetas (PDGF) (94).

En el 2012, Kai Sun y colaboradores (24) reportaron resultados paraddgjicos en el
metabolismo de ratones al modular la expresion de VEGFA. En primer lugar, la
sobreexpresion de VEGFA en los adipocitos resulta en una disminucién de la
hipoxia, un mayor consumo de oxigeno, una disminucion de los niveles de acidos
grasos libres y triglicéridos en suero y en el higado, asi como un incremento de los
niveles de PGCa y UCP-1, proteinas importantes encargadas de la producir energia
en forma de ATP y calor. En segunda instancia, al inhibir la expresién de VEGFA en

tejido adiposo, se observa una disminucién de los factores de inflamacién, una
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mejora en la sensibilidad a la insulina, y un aumento de la incidencia de la muerte
de los adipocitos.

Por el contrario, existen estudios que describen una asociacion entre polimorfismos
del gen VEGFA que se encuentran en la region 5°'UTR o en la regién promotora del
gen VEGFA vy el riesgo a desarrollar retinopatia diabética. Por ejemplo, en el 2013,
Yan Lu (95) encontré que hay una asociacion significativa entre el polimorfismo
rs699947 del gen VEGFA y el riesgo a desarrollar retinopatia diabética. Por su parte,
Xiufen Yang en 2011 (96) sugirié que los SNPs rs699947, rs833061 y rs13207351
localizados de igual manera en la region promotora del gen VEGFA, estan igual
asociados con esta complicacién diabética en poblacion china.

En un estado de obesidad severa, al presentarse hipoxia local en el tejido adiposo,
los adipocitos secretan VEGFA para inducir la angiogénesis, promoviendo asi la
circulacion del oxigeno, nutrientes, hormonas y factores de crecimiento a través de
los capilares en el tejido adiposo (23,97). Por lo que se espera encontrar que los
niveles de transcrito de VEGFA se encuentren elevados en sangre periférica de
nifos con obesidad.

De acuerdo a lo anterior, en este estudio, analizaremos la asociacion del rs25648
localizado en la regiéon 5°-UTR del gen VEGFA (Figura 9), con los parametros
antropomeétricos, bioquimicos y su expresion del gen VEGFA. Un analisis in silico
con softwares especializados (98—100) demostré que el polimorfismo rs25648 tiene
una alta probabilidad de regular la transcripcidén de este gen. La seccion en el que
se encuentra este SNP en el DNA es reconocida por los promotores que dan inicio

a dicho proceso (101).
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Figura 9. Localizacion del polimorfismo rs25648 cerca de la seccion 5-UTR del
gen VEGFA (80).
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7. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo con los datos de la Asociacion Internacional de Estudios de la Obesidad,
se estima que aproximadamente mil millones de adultos presentan sobrepeso y 475
millones obesidad. Las muertes anuales en el mundo atribuidas a este padecimiento
son de 2.8 millones de personas (102). Aunado a esto, estimaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud indican que el numero de personas con diabetes
en el mundo se ha incrementado de 30 millones en 1995 a 347 millones en la
actualidad y se estima que para el 2030 habra 366 millones. Se calcula que en 2004
fallecieron 3.4 millones de personas por esta causa (103). Por lo anterior, la
diabetes, el sobrepeso y la obesidad son considerados problemas importantes de
salud publica, cuyo impacto en términos econdmicos, sociales y en la calidad de
vida, las convierte en un tema que debe ser atendido con prioridad. La presencia de
obesidad desde la nifiez y la adolescencia confiere una mayor probabilidad de
desarrollar DT2 en la edad adulta (7), por lo que es importante estudiar los factores
genéticos de riesgo de DT2 desde edad temprana.

La DT2 es una enfermedad heterogénea con un fuerte componente genético. Se
han descrito al menos 70 genes que presentan SNP asociados a la DT2 y/o algun
marcador caracteristico de esta enfermedad (p. ej. dislipidemias, glucosa u
obesidad) (79). En la mayoria de los casos se desconocen los cambios a nivel
celular que ocurren cuando estan presentes los polimorfismos, por lo que la funcion
de los polimorfismos asociados debe comenzar a explorarse. Algunos de los
procesos que pueden modificarse por la presencia de los SNPs son los nivel de

expresion geénica, el corte y empalme del mRNA, estabilidad y estructura del mRNA,
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asi como también la funcion de las proteinas, cambio de aminoacidos y plegamiento
de proteinas (104).

En este trabajo de tesis proponemos estudiar los cambios en la expresion génica
debido a la presencia de tres SNP localizados en los genes SIRT1, CAPN10 y
VEGFA,; y su asociacién con el diagndstico de la obesidad, asi como en los cambios

con los parametros bioquimicos, en una poblacién infantil de la ciudad de México.

35



8. OBJETIVO GENERAL

Determinar la asociacién entre la expresion génica de SIRT1, CAPN10 y VEGFA
con los niveles de glucosa, triglicéridos, colesterol total, HDL, LDL y diagndstico de
obesidad, asi como con los polimorfismos rs3758391, rs3792267 y rs25648 en nifios

de 5-14 afios.

8.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar el genotipo de 59 nifos con diagnéstico de obesidad y 56 nifios
con peso normal del proyecto Genética de la Obesidad Infantil y Adolescente

(GOIA), para los polimorfismos rs3758391, rs3792267 y rs25648.

- Determinar los niveles de expresion de SIRT1, CAPN10 y VEGFA en sangre

periférica mediante PCR en tiempo real.

- Determinar la asociacion entre la expresion de SIRT1, CAPN10, VEGFA, con
los parametros bioquimicos glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL, LDL; y

genéticos.
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9. HIPOTESIS DE TRABAJO
La expresion de los genes SIRT1, CAPN10 y VEGFA en una poblacion infantil de la
ciudad de Meéxico, podra asociarse con algunos parametros bioquimicos,

gendémicos y/o el diagndstico de la obesidad.
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10. MATERIAL Y METODOS

10.1. DISENO DE ESTUDIO

TIPO DE ESTUDIO

e Analitico
e Casos y controles

POBLACION DE ESTUDIO

¢ Nifos y adolescentes de 6 a 14 afnos de edad de la zona metropolitana del
Valle de México, que participaron en el estudio Genética de la Obesidad
Infantil y Adolescente (GOIA)

VARIABLES:

INDEPENDIENTE
e Genotipos del rs3758391, rs3792267 y rs25648

 Indice de Masa Corporal (IMC)
e Parametros bioquimicos: glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL, LDL.

DEPENDIENTE

e Expresion de los genes SIRT1, CAPN10 y VEGFA
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10.2.

DIAGRAMA DE FLUJO
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10.3. TOMA DE MUESTRA Y DATOS GENERALES
Las muestras utilizadas y los datos bioquimicos y antropométricos fueron tomados
previamente por el personal de la Unidad de Investigacion Médica en Bioquimica
(UIMB) del IMSS de la siguiente manera: los nifios acudieron a la Unidad Deportiva
Morelos del Instituto Mexicano del Seguro Social acompanados por sus padres o
tutores en donde se les dio una explicacion de los objetivos del estudio. A los nifios
se les pidio que firmaran la carta de asentimiento informado y a los padres o tutores
la carta de consentimiento informado. Posteriormente, se aplicé un cuestionario
para conocer sus datos generales, estilo de vida, antecedentes clinicos y la historia
familiar del nifio. A continuacion, se tomaron sus medidas antropométricas de peso,
estatura, circunferencia de cintura, ademas de su presion arterial y una muestra de
sangre periférica para determinar sus parametros bioquimicos y extraer DNA y RNA.
El protocolo de investigacién GOIA fue aprobado por el Comité de Etica y de
Investigacion Cientifica del IMSS, con clave de registro FIS/IMSS/PRIO/10/011
(105). Este trabajo se realiz6 en el laboratorio de la Unidad de Investigacion Médica
en Bioquimica, Hospital de Especialidades Bernardo Sepulveda, Centro Médico

Nacional Siglo XXI, del Instituto Mexicano del Seguro Social.

10.3.1. CRITERIOS DE INCLUSION

¢ Nifos con peso normal clinicamente sanos
¢ Nifos con obesidad clinicamente sanos

¢ No emparentados

e Ambos sexos.

e Edades de 6 a 14 anos.
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10.3.2. CRITERIOS DE EXCLUSION
Nifios que al momento del estudio presentaban:

¢ Alguna enfermedad infecciosa aguda
e Que sufran alguna enfermedad crénica como alergias y enfermedades

autoinmunes.
e Que estén participando en un programa de reduccién de peso, con o sin
tratamiento farmacologico.
A partir de las muestras obtenidas en el estudio del proyecto GOIA, se seleccionaron
de manera aleatoria 59 muestras de nifios que presentaron peso normal y 56
muestras de nifios que presentaron obesidad de acuerdo a la clasificaciéon basada
en las tablas de crecimiento de los Centros de Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC) para nifios y nifias de 2-20 afos de edad (43), como se

muestran en la Tabla 1.

10.4. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS BIOQUIMICOS.

Las determinaciones de glucosa, triglicéridos, colesterol total, lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL) se realizaron a partir de
suero mediante fluorometria, utilizando el equipo ILab 300 Plus (Instrumentation
Laboratory®) y siguiendo las especificaciones recomendadas por el fabricante. El
cual cuantifica dichos metabolitos haciéndolos reaccionar con reactivos para
generar un compuesto colorido, cuya intensidad de color es proporcional a la
cantidad de analito (glucosa, triglicéridos, colesterol, etc.) presente en la muestra.

En cuanto a los datos antropométricos, la edad y el sexo se obtuvieron de
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cuestionarios aplicados a los nifios; el peso, fue medido con una balanza digital de
marca Seca; la estatura, con un estadidmetro Seca 225; y la circunferencia de la
cintura, con una cinta métrica también de marca Seca. El IMC, se calcul6 utilizando,
el sexo, la edad, el peso y la estatura; y se utilizé6 para diagnosticar obesidad, de
acuerdo con las tablas de la CDC (43).

*Esta seccion fue realizada por el personal encargado del proyecto GOIA

10.5. ANALISIS IN SiLICO

Se realizd una busqueda en el sitio The National Center for Biotechnology Information
(NCBI) para buscar bibliografia que reportara genes y SNPs asociados en mexicanos

a DT2 y sus complicaciones. Dichos SNPs fueron sometidos a una segunda seleccion
por medio de un analisis in silico con los software: Pupasuite (99), F-SNP (98) y
Haploreg V2 (100). Estos softwares nos permitieron elegir aquellos SNPs que pudieran
encontrarse con mayor probabilidad en potenciadores, silenciadores y regiones
promotoras. Estos elementos juegan un papel importante en la regulacion de la
transcripcion. Los SNPs elegidos fueron los siguientes SNP: rs3758391 (SIRT1),

rs3792267 (CAPN10), y rs25648 (VEGFA).

10.6. EXTRACCION DEL DNA
A partir de un tubo de EDTA que contenia 6 mL de sangre se realizo la extraccion
de DNA en el equipo automatizado Flex Star (Autogen®). Se coloco el buffy coat
en tubos especiales para el equipo, se agrego solucidn de lisis y centrifugd para

obtener el sobrenadante. EI DNA se precipitd con isopropanol y se llevo a cabo un
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lavado con etanol al 70%. Se resuspendio la pastilla con el DNA gendmico en buffer
TE. La integridad del DNA se verificd en geles de agarosa al 1% y la concentracién
se determind mediante el espectrofotometro Epoch (BioTek®). EI DNA se almacend
en tubos eppendorf a -70°C hasta su uso.

*Esta seccion fue realizada por el personal encargado del proyecto GOIA

10.7. EXTRACCION DEL RNA

Para llevar a cabo la extraccion de RNA, se mezclaron 300 pyL de sangre total con
3.0 mL de Tripure. Se homogeniz6 en un agitador vértex durante 5 minutos y
posteriormente se incubd otros 5 minutos a temperatura ambiente. A continuacion,
se adicionaron 800 uL de cloroformo y se incubd a temperatura ambiente durante
10 minutos. Al término de la incubacion, se centrifugd y se separo la fase acuosa a
la cual se le adicionaron 500 uL de Isopropanol frio y se mezclé por inversion. Se
dejo precipitar el RNA toda la noche a -70°C con isopropanol. Posteriormente, se
centrifugd para obtener el paquete de RNA y se eliminé el isopropanol. El paquete
de RNA se lavo con etanol al 70% y posteriormente se resuspendié con 15 L de
agua DEPC.

La integridad del RNA se verific6 mediante un corrimiento electroforético en geles
de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. La concentracion del RNA se midio

en el espectrofotometro Epoch (BioTek®) y posteriormente se guardo a -72°C.

10.7.1. TRATAMIENTO CON DNasa DEL RNA
Para eliminar el DNA residual de las muestras de RNA, se utilizé el kit DNase |,

RNase-free (Thermo SCIENTIFIC®). En un tubo eppendorf se colocé 1ug de RNA,
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1uL de DNasa y 1uL de buffer de reaccion. Se agregd agua DEPC estéril para
completar un volumen final de 10 pL. Se centrifugd durante unos segundos y
posteriormente se encubd la reaccién en el termociclador THERM-1000 (Axygen®)
a 37°C durante 30 minutos. Se inhibio la actividad de le enzima agregando 1 uL de

EDTA a 50mM, e incubando a 65°C durante 10 minutos.

10.7.2. OBTENCION DE cDNA

Después del tratamiento con DNasa, se sintetizd el cDNA utilizando el kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems®) (106).

Para sintetizar el cDNA, se preparo la siguiente mezcla de reaccion: 2 pyL de buffer
de reaccion, 0.8 pL de dNTP’s, 2 uL de los Random Primers y 1 pyL de la enzima
Transcriptasa Reversa. Se afadio esta mezcla a los 10 yL de RNA y se llevo a un
volumen final de 20 uL con agua DEPC estéril. Se centrifugd el contenido del tubo
y se incubd la reaccion en un termociclador THERM-1000 (Axygen®) de acuerdo a

la Tabla 2:

Tabla 2. Condiciones de temperatura para la sintesis de cDNA (106)

Ciclo1| Ciclo2 | Ciclo3 | Ciclo 4

Temperatura (°C) 25 37 85 4
Tiempo 10 min| 120 min | 5 min o0

El cDNA se almaceno a -20°C hasta su uso en los ensayos de expresion.

10.8. GENOTIPIFICACION DE LAS MUESTRAS
Para llevar a cabo la genotipificacion de las muestras, se utilizé el reactivo TagMan

Universal Master Mix Il 2X (Applied Biosystems®) (107) y el equipo 7900HT Fast
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Real-Time PCR System. Se utilizaron sondas TagMan para la discriminacién alélica

con la informacion de la Tabla 3.

Tabla 3. Sondas TagMan de los polimorfismos SIRT1, CAPN10 y VEGFA utilizadas
en la genotipificacion de la poblacion (108)

Fluoroéforos marcados
Gen SNP ID ID de la sonda VIC EAM
SIRT1 rs3758391 C_3003909 10 C T
CAPN10 | rs3792267 | C 27483762 10 A G
VEGFA rs25648 C 791476 _10 C T

Se colocaron en una placa de 384 pozos especifica para el equipo 7900HT Fast
Real-Time PCR System los siguientes reactivos: 50 ng de DNA, 3 pL del reactivo
TagMan Universal Master Mix I, 0.5 yL de las sondas TagMan marcados con los
fluoréforos VIC y FAM que identificaron de manera especifica el alelo ancestro y
variante del polimorfismo en el DNA. Se llevé a un volumen final de SuL con agua
DEPC.

Se centrifugd la placa y la reaccion se corrio en el equipo 7900HT Fast Real-Time

PCR System con las siguientes condiciones:

Tabla 4. Condiciones de PCR (107)

Activacion PCR
Incubacién de la 40 Ciclos
polimerasa | Desnaturalizar |Alinear/ampliar
Temperatura (°C) 50 95 95 60
Tiempo (mm:ss) 02:00 10:00 00:15 01:00
Volumen de Reaccion 5uL

Para el analisis de los resultados, se emplearon los softwares SDSv2.4 Standard

(Life Technologies®) y TagMan® Genotyper Software (Life Technologies®).
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10.9. DETERMINACION DE LA EXPRESION GENICA

10.9.1. DISENO DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS
Se disenaron oligonucledtidos con la finalidad de determinar la expresién de los
genes CAPN10, VEGFA, SIRT1 (Tabla 5). El software utilizado fue el Primer-BLAST

(NCBI) (109). Los oligonucleétidos se disefiaron de tal manera que:

v' Cada primer tuviera una longitud entre 18-24 bases.

v El contenido de G-C se encontrara en un intervalo de 40-60%.

v' La temperatura de alineamiento (Tm) estuviera en un intervalo de 57-63°C.

v La diferencia de temperatura de alineamiento entre cada par de
oligonucledtidos no debia ser mayor a 3°C.

v' El amplicén tuviera una longitud de 60 a 250 bases.

Tabla 5. Oligonucledtidos utilizados para el andlisis de expresion génica (108).

Longitud del T Longitud del
GEN |Oligonucleétido Secuencia (5'->3") oligonucledétido m producto
(°C)
(n) (pb)
SIRT1 Directo ACAGGTTGCGGGAATCCAAA 20 60.18 155
Inverso GTTCATCAGCTGGGCACCTA 20 59.75
CAPN10 Directo GTCCTACGAGCACCTGTGG 19 59.78 99
Inverso CTTCCTGCTACGCCCTTCAG 20 60.46
VEGEA Directo CAGAAGGAGGAGGGCAGAATC 21 59.90 250
Inverso TGGTGAGGTTTGATCCGCATA 21 59.40
PGK 1 Directo CAAGAAGTATGCTGAGGCTGTCA 23 60.60 68
Inverso CAAATACCCCCACAGGACCAT 21 59.70

(pb) = pares de bases, (n) = nucleétidos

El gen PGK1 fue utilizado como gen enddgeno para este estudio, ya que en base a

la literatura, es un gen con expresion estable en sangre periférica (110).
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10.9.2. ESTANDARIZACION DE LA PCR

Se estandarizaron las condiciones de la PCR asi como las concentraciones
adecuadas de los oligonucledtidos de acuerdo a la Tabla 6. La estandarizacion se
llevd a cabo mediante reacciones de PCR de punto final, empleando el reactivo
TagMan Universal Master Mix 11 2X (Applied Biosystems®) (107) en el termociclador

THERM-1000 (Axygen®). Se corrieron los productos de las reacciones en geles de

agarosa al 1% tefidos con bromuro de etidio.

Tabla 6. Concentraciones de los oligonucledtidos de los genes SIRTL,
CAPN10 y VEGFA utilizadas para los ensayos de expresion.

SIRT1 | CAPN10 | VEGFA PGK1
Oligonucledtido Forward | 0.3 uM | 0.3 uM 0.05 uMm| 0.3 uM
Oligonucledtido Reverse | 0.05uM | 0.3 uM 0.3 uM 0.3 uM

10.9.3. REACCION DE PCR EN TIEMPO REAL

Para medir la expresidén génica de las muestras de RNA de los sujetos de estudio,
se llevd a cabo una PCR en tiempo real utilizando el reactivo Maxima SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix 2X (Thermo scientific®) (111).

En una placa de 384 pozos, se colocaron en cada pozo 20 ng de cDNA de las
muestras, 2.5 pL del reactivo SYBR® Green, y 0.5 yL de cada oligonucledtido. La
reaccion se llevo a un volumen final de 5 yL con agua DEPC estéril. Se centrifugd
la placa y se corrio la reaccidon en el equipo 7900HT Fast Real-Time PCR System
de acuerdo a las condiciones descritas en la Tabla 4.

Todas las muestras se corrieron por triplicado para cada gen, y se llevd a cabo la
normalizacion usando PGK1 como gen endégeno.

47



10.10.  ANALISIS ESTADISTICO
Se empled el método de cuantificacion relativa para analizar el cambio de expresion
de los genes bajo estudio. Se calculd el Ct de la reaccion de PCR en tiempo real
para cada muestra del gen problema y del gen enddgeno. Posteriormente se utilizé
el método de 222t que expresa la proporcion obtenida de la relacion entre los
valores Ct de la muestra y los valores Ct del control tal y como se muestra en la

siguiente ecuacion:

Expresion relativa = 2~ “Ctmuestra=2Ctcontrol)

AC

t = CtGen problema CtGen endogeno

Para el analisis de la expresion comparada con los tres distintos genotipos de los
polimorfismos, se utilizé la prueba de ANOVA, mientras que para la comparacién de
la expresidn de los genes con los parametros bioquimicos se utilizé la prueba de T
de Student. El software utilizado para el analisis estadistico fue el Prism® v6.0

(GraphPad®).
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11.RESULTADOS Y DISCUSION

11.1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA
Se empled una muestra de 115 nifios con edades entre 5 y 14 afios. 59 nifios
presentaron peso saludable y los 56 restantes obesidad. En la Tabla 7 se muestran
los valores de los parametros bioquimicos y antropométricos de la poblacién
estudiada. Se observo diferencia significativa en los datos antropométricos de IMC
(16.5 £ 0.2 kg/m?, 24.7 + 0.4 kg/m?; p < 0.0001) y circunferencia de la cintura (57.5
+ 0.7 cm, 78.5 £ 1.3 cm; p < 0.0001) entre los nifios que tienen peso normal en
comparacion con los nifios con obesidad. Los nifios con obesidad presentan un
aumento de manera significativa en los niveles de triglicéridos (78 £ 4 mg/dL; 126 +
10 mg/dL, p < 0.0001) y en los niveles de las lipoproteinas de baja densidad (LDL)
(107 £ 3 mg/dL; 118 £ 4 mg/dL, p = 0.02), y disminucion de los niveles de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) (57 £ 2 mg/dL; 50 £ 2 mg/dL, p = 0.001) en
comparacioén con los nifios con peso normal. A pesar de ello, el valor promedio de
triglicéridos en nifios con obesidad (126 + 10 mg/dL) es superior al recomendado en
poblacion infantil que es de 100 mg/dL (56). Los triglicéridos aumentan el riesgo de
desarrollar DT2, enfermedades cardiovasculares (60). Esto aunado con bajos
niveles de HDL y LDL aumentados, significa un aumento en el riesgo de que estos
nifios presenten estas enfermedades desde la adultez temprana. Por otro lado, no
encontramos diferencia significativa entre los niveles de glucosa (86.4 + 1.1 mg/dL,
85.5 £ 1.1 mg/dL; p = 0.59) y colesterol total (169 + 4 mg/dL, 179 + 5 mg/dL; p =
0.09) entre los grupos de nifios con peso normal y obesidad, respectivamente. Estos

valores de colesterol estan en el limite recomendado para la poblacion infantil (170
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mg/dL (59)), lo que indica que la poblacién de estudio ya presenta un aumento en

el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares.

Tabla 7. Parametros bioquimicos y antropomeétricos de la poblacion de nifios.

Peso normal Obesidad p Total Valores c!e
Referencia
n 59 56 115

Edad (afios) 8.5+0.2 9.0+0.2 0.18 8.7+1.8
IMC (Kg/m?) 16.5+0.2 24.7+20.4 <0.0001 20.5+4.8
Cintura (cm) 57.5+0.7 785%+1.3 <0.0001 |67.7+12.9
Glucosa (mg/dL) 86.4+1.1 855+1.1 0.59 86.0+8.5 <100
Colesterol total (mg/dL) 169 +4 179 +5 0.09 174 + 31 <170
Triglicéridos (mg/dL) 784 126 £+10 <0.0001 102 £ 61 <100
HDL (mg/dL) 57 +2 50 +2 0.001 53+13 > 45
LDL (mg/dL) 107 £3 118 +4 0.016 112 +25 <130

La informacién se expresa en promedios + SD. El valor de p se obtuvo de un analisis mediante T de
Student, a=5%. Los valores de referencia para glucosa, triglicéridos, HDL (56), LDL (112) y colesterol
(59) son los recomendados para una poblacion infantil.

11.2. EXTRACCION DE DNA Y RNA

La electroforesis en geles de agarosa de las muestras de DNA y RNA mostré que
el material genético tenia una integridad adecuada para los estudios (Figura 10 y
11). Las bandas se observaron nitidas y sin rastros de material degradado. En el
gel de RNA se observaron las subunidades 28S y 18S del RNA ribosomal. Las
concentraciones de las muestras de DNA se encontraron en el intervalo de 150
ng/uL a 500 ng/uL, mientras que las muestras de RNA se encontraban en el
intervalo de 100 ng/uL a 300 ng/uL. Estas concentraciones fueron adecuadas para

la genotipificaciéon y analisis de la expresion mediante sondas TagMan y

SyberGreen respectivamente.
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Figura 10. Algunas de las muestras de DNA de sangre periférica de los nifios
utilizadas en este estudio. Gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio.

28S
18S

Figura 11. Algunas de las muestras de RNA extraidas de sangre
periférica de los nifios para este estudio. Gel de agarosa al 1.0%
tefiido con bromuro de etidio.

2736
2609
2883
2837
2823
2667

11.3. SIRT1
Se genotipificd el rs3758391 que se encuentra localizado 1085 bases rio arriba del

sitio de inicio de la transcripcién del gen SIRT1, en muestras provenientes de 115
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ninos. Los genotipos encontrados se distribuyeron de la siguiente manera: 7
homocigotos para el alelo variante (CC), 58 heterocigotos (CT) y 33 homocigotos

para el alelo ancestro (TT) (Figura 12). Esto corresponde a un 7.1%, 59.2% y 33.7%

respectivamente.
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Figura 12. Genotipificacion del rs3758391 localizado en el gen SIRT1. n=98.

Se realizo la extraccion del RNA de 8 homocigotos TT y 5 homocigotos CC con la
finalidad de comparar la expresion de SIRT1 por genotipo. Este analisis mostré que
los niflos con el genotipo TT presentan una elevacién de la expresion de SIRT1 de
aproximadamente dos veces la observada en nifios con el genotipo CC (1.99 + 0.68)

(Figura 13). El valor de p al comparar los datos resulté significativo (p = 0.02).
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Estudios anteriores (79) han evidenciado que el alelo T del rs3758391 se asocia con
DT2 en adultos mexicanos. Estos resultados sugieren que esta asociacion es
consecuencia de modificaciones en la expresion de SIRT1 por la presencia del

polimorfismo de riesgo.
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Figura 13. La expresion de SIRT1 es mayor en nifios que presentan el genotipo TT (1.99 +
0.68, n = 8) en comparacion a los nifios con el genotipo CC (n =5). p=0.017

A la fecha, varios estudios han reportado que el aumento en la expresion de SIRT1
promueve la oxidacion de los acidos grasos (71), inhibe la lipogénesis (73) y regula
la gluconeogénesis (63—66). Sin embargo, existen otros trabajos que indican que
SIRT1 activa PEPCK, el cual es elemento clave en la gluconeogénesis. De esta
manera, la activacion de PEPCK por parte de SIRT1, puede producir hiperglucemia
y desarrollar asi con el tiempo, una resistencia a la insulina, y a DT2 (113).

Nuestros resultados apoyan esta ultima hipotesis ya que el alelo de riesgo en el
SNP rs3758391 aumenta la expresion de SIRT1 en sangre periférica, lo cual

activaria la gluconeogénesis en higado a través de PEPCK. Por otra parte, es
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importante determinar si el alelo T tiene el mismo efecto la expresion de SIRT1 en
todos los tejidos, o si su expresion es tejido dependiente.

De igual manera se investigo si la expresion de SIRT1 esta correlacionada con el
peso de los nifios. Sin embargo, no encontramos una diferencia significativa entre
estos dos grupos (1.0, 0.79 + 0.23; p = 0.11) (Figura 14), a pesar de que trabajos
previos realizados en una poblacién sueca (78) reportaron que la expresion de
SIRTL1 en tejido adiposo esta inversamente correlacionada con el IMC. Mencionan
que es posible que la proteina de SIRTL1 influye en la susceptibilidad a padecer
obesidad a través de la regulacién de la expresion de genes como PPARGCI1A,

PPARG y ADIPOQ, que regulan el metabolismo de la glucosa y los lipidos.
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Peso Normal Obesidad
Figura 14. La expresion de SIRT1 en nifios con obesidad (0.79 £ 0.23, n = 8)
no muestra diferencia significativa con la expresion de este gen en nifios con
peso normal (n = 8). p =0.11.

Cuando las muestras se agrupan por genotipos, no se encontré diferencia
significativa con los valores de los parametros bioquimicos glucosa, colesterol total,
triglicéridos, HDL y LDL (Tabla 8).
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Tabla 8. Valores de los parametros bioquimicos (glucosa, colesterol total, triglicéridos, HDL
y LDL) de las muestras agrupadas por genotipo para el rs3758391.

rs3758391
e cT TT 0 Valores (_:Ie
referencia
n 8 58 33

Glucosa (mg/dL) 841+26 850+13 859+1.6 0.89 <100
Colesterol total (mg/dL] 176+ 8 170+ 4 169+ 6 0.86 <170
Triglicéridos (mg/dL) 107 £+ 14 100+ 8 93+8 0.77 <100
HDL (mg/dL) 575 55+2 512 0.30 > 45
LDL (mg/dL) 120+ 7 109+ 3 108 + 4 0.36 <130

La informacién se expresa en promedios + SD resultado de un andlisis estadistico de ANOVA.

La comparacion de la expresion génica de SIRT1 entre los nifios con valores
normales y aquellos fuera de rango de los parametros bioquimicos de colesterol
total (1.20 £ 0.13 mg/dL, 0.96 + 0.19 mg/dL; p = 0.30) y triglicéridos (1.08 £ 0.13

mg/dL, 1.07 £ 0.31 mg/dL; p = 0.97), no muestran diferencia significativa.

11.4. CAPN10
Se han reportado variaciones en el gen CAPN10 que se asocia con el desarrollo de
la DT2 en poblacién México-Americana (114). Uno de estos SNP es el rs3792267,
también conocido como SNP-43, que se localiza en el intron 3 del gen CAPN10. La
genotipificacion de las muestras estudiadas en este trabajo nos permitié determinar
que las frecuencias genotipicas se distribuyen de la siguiente manera: 7
homocigotos para la variante AA (9.0 %), 29 homocigotos para el ancestro GG

(37%), y 42 heterocigotos GA (54%). (Figura 15).
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Figura 15. Genotipificacion del SNP rs3792267 localizado en el gen CAPN10.

Debido a la baja frecuencia de homocigotos por el alelo A (variante) en la poblacién
estudiada se realiz6 la extraccidon de RNA de 7 homocigotos para el ancestro y 9
heterocigotos en el rs3792267. Al comparar la expresion génica entre estos grupos

no encontramos diferencia significativa (0.67 + 0.67, 1.0; p = 0.13) (Figura 16).
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Figura 16. La expresion de CAPN10 en nifios con genotipo GG (0.67 £ 0.67) del
SNP rs3792267 no muestra diferencia significativa en comparacion con los nifios
gue presentan el genotipo AG. p=0.13
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En un trabajo previo realizado por Carlsson y colaboradores (18), se reportd que las
personas con el genotipo GG presenta niveles menores de CAPN10 en tejido
adiposo, en comparacion a los que presentan el genotipo AA. Por lo que el aumento
de nuestro tamafo de muestra seria necesario para poder corroborar estos
hallazgos en sangre periférica en la poblacién infantil mexicana.

Por otro lado, se compar6 la expresion del gen CAPN10 entre las muestras
provenientes de nifios con obesidad y nifios con peso normal. Los nifios con
obesidad presentaron una disminucion de la expresion del gen CAPN10 en

comparacioén a los nifios con peso normal (0.25 + 0.19; p = 0.0002) (Figura 17).
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Figura 17. La expresion de CAPN10 es menor en nifios diagnosticados con
obesidad (0.25 + 0.19, n = 9) en comparacion a los nifios con peso normal (n = 8).
p = 0.002

Estos resultados estan de acuerdo con los reportados por Mendoza-Lorenzo P. y
colaboradores en el 2013 en poblacion pediatrica mexicana (115).

Estudios reportados en la literatura indican que la baja transcripcion de CAPN10
puede afectar la capacidad de liberar insulina en las células B-pancreatica, mientras
que en musculo adiposo y esquelético, disminuye la captacion de glucosa como
consecuencia de la translocacion deficiente de GLUT4 desde el citoplasma a la
membrana celular. La alteracion de estos mecanismos de translocacién de GLUT4
en los individuos con obesidad, provocaria un incremento de glucosa en sangre
periférica, lo que se conoce como hiperglucemia, y de esta manera ser uno de los
factores que contribuyen al desarrollo de DT2.

Cuando las muestras se agrupan por genotipos, no se encontré diferencia
significativa entre los valores de los parametros bioquimicos de glucosa, colesterol
total, triglicéridos, HDL y LDL (Tabla 9). Estudios anteriores han mostrado que el

alelo G del polimorfismo rs3792267 se asocia con niveles altos de triglicéridos en
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personas adultas con obesidad de poblacién sueca (18) y elevacion de acidos
grasos libres en personas adultas de una poblacién de Finlandia (88). Sin embargo,

nuestros datos no reproducen estos resultados en nifios de poblacién mexicana.

Tabla 9. Valores de los parametros bioquimicos (glucosa, colesterol total, triglicéridos, HDL
y LDL) de las muestras agrupadas por genotipo para el rs3792267.

rs3792267 Valores de
AA AG GG p .

n 8 59 42 referencia
Glucosa (mg/dL) 848+57 846+10 874+18 0.39 <100
Colesterol total (mg/dL] 179 + 12 169+ 4 172+ 4 0.63 <170
Triglicéridos (mg/dL) 76 £ 11 1038 1017 0.41 <100
HDL (mg/dL) 54 + 4 54 + 2 51+2 0.64 > 45
LDL (mg/dL) 111+ 8 109 + 4 115+ 3 0.46 <130

La informacion se expresa en promedios = SD mediante un andlisis estadistico de ANOVA.

La comparacién entre la expresion génica de CAPN10 entre los nifios con valores
normales y aquellos fuera de rango de los parametros bioquimicos colesterol total
(1.64 + 0.42 mg/dL, 1.19 £ 0.49 mg/dL; p=0.50) y triglicéridos (1.67 + 0.41 mg/dL,

1.61 £ 0.82 mg/dL; p = 0.95), no muestran diferencia significativa.

11.5. VEGFA
El SNP rs25648 se localiza en la regién 5°-UTR del gen VEGFA. El andlisis in silico
mostré que este polimorfismo se encuentra en una regién del DNA que
posiblemente esté involucrada en la regulacion de este gen
La genotipificacion del rs25648 en un total de 115 nifios mostrd que las frecuencias
de los genotipos fueron de 63% para el homocigoto CC (48), 32% para el

heterocigoto CT (24) y 5% para el homocigoto TT (4) (Figura 18).
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Figura 18. Genotipificacién del rs25648 localizado en la regién 5°UTR del gen
VEGFA.

El numero de individuos homocigotos para el alelo variante T del SNP rs25648 fue
muy pequefo (4 nifios), por lo que se decidid comparar la expresion entre muestras
con el genotipo heterocigoto (CT) y homocigotos para el ancestro (CC). El analisis
por genotipo del nivel de expresidn del gen VEGFA no mostré diferencia significativa
(p = 0.55) entre los grupos del genotipo CC y el genotipo CT (0.95 + 0.92) (Figura

19).
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Figura 19. Expresién de VEGFA en nifios que presentan el genotipo CC (n = 6)
en comparacion con aquellos con el genotipo CT (0.95 +0.92, n =8). p=0.55

El analisis de la expresion relativa del gen VEGFA en nifios con el diagndstico de
obesidad y nifios con peso normal, no presenta diferencia significativa entre estos
dos grupos (1.34 £ 1.09; p = 0.87) (Figura 20).

VEGFA es un gen que se expresa mayormente en el tejido adiposo (24), en donde
se ha descrito que en personas con obesidad se presenta un estado de hipoxia en
el tejido adiposo, que trae consigo la activacion de VEGFA para promover la
angiogénesis en este tejido, y disminuir el estado de hipoxia (23,97). Se esperaba
encontrar que los niveles de transcrito de VEGFA se encontraran elevados en

sangre periférica de nifios que presentan obesidad, sin embargo, esto no ocurrio.
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Figura 20. Expresion del gen VEGFA en nifios que presentan peso normal (n = 6)
en comparacion con los nifios con diagnéstico de obesidad (1.34 + 1.09, n = 8).

p=0.87.

Al agrupar las muestras por genotipos y analizar los valores de los parametros

bioquimicos de glucosa, colesterol total, triglicéridos, HDL y LDL, no se encontré

diferencia significativa (Tabla 10).

Tabla 10. Valores de los parametros bioquimicos (glucosa, colesterol total, triglicéridos,
HDL y LDL) de las muestras agrupadas por genotipo para el rs25648.

rs25648

T oT cC > Valores r:|e

N 1 o2 47 referencia
Glucosa (mg/dL) 848+42 86.1+14 86.7+13 0.76 <100
Colesterol total (mg/dL] 164 + 22 180 £ 7 172+ 4 0.31 <170
Triglicéridos (mg/dL) 164 + 81 108 + 16 99 +7 0.52 <100
HDL (mg/dL) 52+8 55+3 56 +2 0.75 > 45
LDL (mg/dL) 107 £ 13 119+ 6 110+ 4 0.18 <130

La informacién se expresa en promedios + SD mediante un andlisis estadistico de ANOVA.

Al realizar la comparacion entre la expresion génica de VEGFA vy los parametros

bioquimicos colesterol total (1.43 £ 0.48 mg/dL, 1.80 + 0.47 mg/dL; p = 0.60) y
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triglicéridos (1.39 + 0.36 mg/dL, 1.34 + 0.48 mg/dL; p = 0.94), no se encontrd

diferencia significativa.

12. CONCLUSIONES

La presencia del alelo de riesgo T del rs3758391 aumenta la expresion del
gen SIRTL1.

Se observd una disminucion de la expresidon de CAPN10 en nifios que
presentan obesidad, lo cual podria alterar los mecanismos de liberacion de
insulina y la captacion de glucosa en el musculo en individuos con obesidad,
y contribuir al desarrollo de la DT2 en una edad adulta.

No se observé cambios en la expresion de los genes CAPN10 y VEGFA en
sangre periférica en niAos mexicanos que se relacionen con los
polimorfismos rs3792267 y rs25648.

No se encontro asociacion entre la expresion de SIRT1, CAPN10 y VEGFA

con los niveles de colesterol total y triglicéridos en la poblacién estudiada.
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13.PERSPECTIVAS

Entre las investigaciones futuras, se considera llevar a cabo el estudio con
un mayor numero de muestras, que refuerce los resultados obtenidos en este
trabajo.

Con base a los resultados obtenidos del gen SIRT1, iniciar el estudio de este
gen en cultivos celulares para encontrar si la proteina sintetizada se presenta

de manera proporcional a los niveles de transcrito encontrados.
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14.GLOSARIO

cDNA. DNA complementario. Es un DNA de doble cadena que se sintetiza a partir
de una hebra simple de mRNA maduro.

Codén. Triplete de nucledtidos que codifica un aminoacido que constituye a una
proteina.

Deacetilasa. Molécula implicada en la eliminacion de los grupos acetilo.

DNA. Acido desoxirribonucleico. Acido nucleico que se encuentra en el nicleo de
las células y es el principal constituyente del material genético de los seres vivos.
DNasa. Endonucleasa que genera rupturas no especificas en el DNA de simple o
doble cadena, liberando oligonucleétidos.

Exén. Region del DNA que codifica a las proteinas.

Expresién génica. Proceso por medio del cual todos los organismos procariotas y
células eucariotas transforman la informacion codificada por los acidos nucleicos en
las proteinas necesarias para su desarrollo y funcionamiento.

Fenotipo. Rasgos observables de un individuo, tales como la altura, el color de ojos,
y el grupo sanguineo.

Gen. Segmento de DNA que en su mayoria contienen la informacion para producir
las proteinas.

Genoma. Conjunto de genes y disposicién de los mismos en la célula.
Genotipificacion. Técnica de laboratorio que se utiliza para determinar la
informacion genética de un organismo, o genotipo, y poder diferenciarlo del resto.
Genotipo. Coleccion de genes de un individuo.

Intrén. Region de DNA que esta presente en un gen pero que no codifica ningun
fragmento de las proteinas.

NAD (Dinucleétido de nicotinamida y adenina). Coenzima encargada del
intercambio de electrones e hidrogeniones en la produccion de energia de todas las
células.

Polidipsia. Necesidad exagerada y urgente de beber, que suele ser patoldgica y
acompana a enfermedades como la diabetes.

Polifagia. Sensacion imperiosa e incontenible de hambre que se presenta en

determinadas enfermedades.
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Poliuria. Excrecién muy abundante de orina.

Proteasa. Enzima que rompe los enlaces peptidicos de las proteinas.

PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa). Técnica de biologia molecular cuyo
objetivo es obtener un gran numero de copias de un fragmento de DNA particular,
partiendo de un minimo.

Ribosoma. Organelo de la célula compuestos de agua, proteinas y RNA, y cuya
funcidn es participar en la sintesis o fabricacién de proteinas.

RNA. Acido ribonucleico. Acido nucleico que participa en la sintesis de las proteinas
y realiza la funcién de mensajero de la informacién genética.

SNP. Polimorfismo de un solo nucleétido. Cambio puntual de una base nitrogenada
en el DNA.

SYBR Green. Compuesto organico que es utilizado en la tincién del DNA para el
analisis por electroforesis de productos de PCR, o como fluorocromo utilizado como
medio de visualizacion directa de los productos de la PCR en tiempo real.
Telémero. Extremo de los brazos de un cromosoma, que evita que se adhiera a

otros cromosomas.
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15.ANEXOS

ANEXO 1. TABLAS DE LA CDC PARA EL DIAGNOSTICO DE OBESIDAD
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Figura 21. Percentiles de IMC por edad para varones (43)
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ANEXO 2. CALCULO DE 2-2AcCt

Para medir la expresion génica, se utilizé el método de cuantificacion relativa 2-2ACt
(116), el cual utiliza los siguientes componentes para su calculo.

e Muestra problema

e Calibrador

e Gen deinterés

e Gen de referencia
La muestra problema se refiere a un fendmeno de interés, es decir, un sujeto con
obesidad, niveles altos de glucosa o con el genotipo cualquiera de algun SNP en
particular. El calibrador es una muestra que no presenta el fendmeno de interés,
considerando los ejemplos anteriores los calibradores adecuados serian los
siguientes: un sujeto con peso saludable, niveles normales de glucosa o con el
genotipo y del SNP estudiado.
El método de cuantificacion relativa 2242t compara dos fenémenos, en busca de
diferencias en la expresién de uno o varios genes de interés en un tejido en
particular. Este método utiliza los valores de C: dados por una PCR. El C: es el ciclo
en el cual la amplificacién de una secuencia de DNA rebasa el ruido (umbral) de la
fase exponencial de la reaccion de PCR. En la Figura 23 se presenta de manera
grafica. La linea verde indica el umbral y los circulos rojos indican los ciclos en los
cuales las amplificaciones de una secuencia de ADN (lineas de colores) cruzan

dicho umbral.
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Figura 23. Representacion del umbral y Ct en una amplificacion por PCR (116).

La férmula del método 2724t ha sido derivada de la siguiente manera:
La ecuacion que describe la amplificacion exponencial de una PCR es la

siguiente.

Xy =Xo(L A EQ)™ v, (1)

Donde Xn es el numero de moléculas del gen en un ciclo en especifico, Xo es el
numero de moléculas inicial de la secuencia de interés, Ex es la eficiencia de la
reaccion de la secuencia de interés y n es el numero de ciclos. La eficiencia de la
reaccion es la reproducibilidad de la amplificacion de una secuencia. En la Figura

25 se puede ver de manera grafica.
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Figura 24. Eficiencia de una reaccion de PCR (116).

Como se menciond este método usa el Ct para calcular el numero de moléculas,
considerando esto se tiene lo siguiente:

Xr =Xo(L+E)TX =K, ............... (2)
Donde Xt es el numero de moléculas en el Ct de un gen de interés, Ctx es el Ct
de la amplificacion del gen de interés y Kx es una constante, una ecuacion
similar se tiene para el gen de referencia.

RT - Xo(l + ER)CT'R - KR ............... (3)

Donde Rt es el numero de moléculas del gen de referencia, Er la eficiencia de la
amplificacion del gen de referencia, Ctr es el Ct de la amplificacion del gen de
referencia y Kr es una constante.

Para la normalizacion de la expresion de un gen de interés en un tejido especifico
se necesita un gen de referencia cuya expresion sea constante en dicho tejido, por

lo que la formula (2) se divide entre la (3)
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Xr _ Xo(+E)TX Ky _
Rr  Xo(1+ER)‘TR — Kg

Asumiendo que la eficiencia de ambas reacciones el igual (Ex=ErR=E)y
sustituyendo por E se tiene lo siguiente.

OX(1+E)raCrR = K., (5)

0

Donde al sustituir % por XNy Cr x — Crr por ACt se tiene lo siguiente
0

Xy(A+Er =K. oo (6)
Se despeja Xn la cual es la cantidad normalizada de moléculas del gen en
especifico en una muestra de interés
Xy =K@+ Eg)™%er.....(7)
Por ultimo se divide Xn de la muestra problema entre la Xn de un calibrador

—-A
Xng _ K(1+Ey) ‘T4

=(1+E)er =K....(8)

RN,ch K(1+ER)_ACT,cb
La eficiencia de un producto menor a 15 pb; donde la concentracion de los
cebadores y magnesio han sido optimizadas es cercana a uno, por lo que al
sustituir queda la siguiente ecuacion

Cantidad de la muestra = 27%%¢r ... (9)
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